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論文の内容の要旨
（目的）
　一酸化窒素（NO）は様々な組織にて産生され，多種多様な生理作用を有することが報告されている。
　NOSには3つのアイソフォームが存在しηNOSと，eNOSが構成型NOS（cNOS）といわれるカルシウム・カルモ
ジュリン依存型のNOSであり，もう一つのアイソフォームはiNOSと呼ばれ，L一アルギニンと酸素によってN○
を形成し，マクロファージや平滑筋細胞でサイトカインやLipopo1ysaccharide（LPS）によって活性が充進する。酸
素はこれらの反応に必要であるが，低酸素レベルにおけるiNOS発現の変化は不明である。本研究では培養血管平
滑筋細胞を用いて，サイトカインであるインターフェロンγ（旺Nγ）と炎症惹起物質LPSの刺激によるN○産
生およびiNOSmRNAに対する低酸素の影響を検討した。
（対象と方法）
　ラット大動脈血管平滑筋細胞（RatSMCs）を5～6週齢のWistar系雄性ラットの大動脈より単離した。培養液
にはDMEMに10％ウシ胎児血清，抗菌剤を添加した培地を用いた。Nomoxia培養は37℃，湿度100％，20％O。，
5％C○。の条件下で行い，Hypoxia培養は37℃，O．2％02，6．2％CO。のGasPakAnaerobicSystemで行った。細胞の生
存能力をTrypanb1uedyeで評価した。
　N○の測定方法：RatSMCsを35m狐d1shにまき，通常の培地にてコンフルエントになるまで培養し，用いた培
養液中のLPS濃度を10μg／m1に調整し，旺昨γを100）m1に調整した。Nomoxiaで24h培養またはHypox1aで3h，
6h，12h，24h培養した。回収した培養上清を試料としてGriess試薬を加え，Bradford法で測定した蛋自あたりの
NOxの濃度を算出した。
　iNOSmRNAの発現にはNorthemb1ota蝸1ysis法を用いた。
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（結果）
1）旺NγあるいはLPSを加えた平滑筋細胞において通常酸素状態および低酸素状態下のいずれにおいてもNOx
　濃度に変化は認められなかったが，IFNγとLPSの両方を加えると通常酸素状態下で著名に増大した。対照的
　に低酸素状態下では胆昨γとLPSの両方を加えてもNOx濃度に変化はなく，NOx産生は抑制された。細胞生存
　は低酸素状態下で24時問変化することはなかった。
2）旺“γを加えた平滑筋細胞において通常酸素状態および低酸素状態下のいずれにおいてもiNOS狐RNA発現量
　に変化は認められなかった。LPSのみを加えた平滑筋細胞においては通常酸素状態下および低酸素状態下とも
　にわずかな発現にとどまったが，IFNγとLPSの両方を加えると通常酸素状態下および低酸素状態下のいずれ
　においても著明に発現した。β一actinでiNOSmRNAを補正した結果，眠“γあるいはLPS，またはその両方を
　加えた平滑筋細胞では通常酸素状態および低酸素状態下のいずれにおいてもiNOS発現量に有意差はなかった。
　故に低酸素では，玉FNγあるいはLPS，またはその両方を加えてもiNOSmRNA発現に影響がないことが示唆さ
　れた。
3）亙FMγとLPSの両方を加えた平滑筋細胞のNOx産生は，低酸素状態下で時間依存的に低下した。
（考察）
　旺“γとLPSによりNO産生や活性を効率よく充進させるためには，いくつかの条件が必要となる。
　第1ポイントは，N○合成酵素のmRNAの発現の変化である。mRNAの増加によりLPSのみでわずかに発現し
たが，IF昨γのみではほとんど検出できなかった。しかし，旺N一γにLPSを加えると著明にiNOSmRNA発現が増
大した。この結果により，IFN一γとLPSがNOSmRNA発現を調節していることが示唆された。一方，IFNγ，あ
るいはLPS，またはその両方を加えたどの状態下でもiNOSmRNA発現において低酸素の影響はなかったことから，
低酸素はiNOSmRNA発現に影響を及ぼさないことが示唆された。低酸素によって生じるiNOS由来のN○産生メカ
ニズムは不明であるが，種あるいはcen1ine依存の差であると考えられる。
　第2ポイントは，L－arginine－NO経路である。IFルγやLPSのみを加えた平滑筋細胞において通常酸素状態下で
N○産生に差はなかったが，IFN一γとLPSの両方を加えた通常酸素状態下でN○産生は著明に増大した。このこと
は旺ルγとLPSとの相互作用によると考えられる。低酸素状態下のIFN一γとLPSの両方を加えるとどの状態下に
おいてもN○産生は70％減少したが，iNOSmRNAには変化なく，酸素がN○産生に重要な役割を果たしているこ
とが示唆された。本研究の結果から亙F昨γとLPSに曝されたときに増加するN○産生が，炎症組織の血管拡張と
血液の灌流増大を引き起こすと考えられる。また，低酸素下のNO産生は炎症組織で減少し，炎症からの回復を遅
らせることが考えられた。
（結論）
　血管平滑筋細胞がLPS，旺N一γなどによりNO産生を増加させることの意義は血管を拡張し，炎症組織の血流を
増加させ，殺菌作用により炎症を早期に改善させることにあると考えられる。本研究の結果は酸素の存在が炎症
反応の改善に重要であることを示唆した。
審査の結果の要旨
　一酸化窒素（N○）は様々な組織にて産生され，多種多様な生理作用を有することが報告されているが，本研究
では低酸素や炎症における誘導型N○合成酵素の影響の解明が試みられた。その結果，インターフェロンγ（旺N
γ）とLipopolysaccharide（LPS）を加えたラット大動脈血管平滑筋細胞において，IFN一γとLPSの両方を加える
と通常酸素状態で著明に増大したNOx濃度は，低酸素状態下では変化なく，NOx産生は抑制されたが，iNOSmRNA
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発現に影響を与えないこと，皿NγとLPSの両方を加えた平滑筋細胞のNOx産生は低酸素状態下で時間依存的に
低下するとの所見が得られ，酸素の存在が炎症反応の改善に重要であると結論した。低酸素状態が全身に発生す
る肺炎などや，局所に発生する糖尿病壊疽などでは，血管平滑筋におけるN○産生が抑制されるため炎症反応の改
善が遅延する可能性が考えられ，臨床的にも重要な意義を有する研究結果が得られた。旺“γとLPSはiNOSmRNA
とN○産生を増大させるが酸素がiNOSからNO産生の過程の中でいかなる部分に作用するかは明らかにされる必
要がある。
　本研究は炎症の遇程における低酸素状態の意義を解明した貴重な実験研究である。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認められる。
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